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論文内容要旨
 健常者の末梢血液中にはケラチン19は存在せず,もし血液中から検出されれば上皮性癌細胞
 が存在しているものと考えられる。そこでnestedRT-PCR法を用いて,癌培養細胞および種々
 の尿路性器悪性腫瘍患者の末梢血液からケラチン19mRNAの発現の有無を検討し,検出率お
 よび病期との関連を検討した。さらに培養細胞,摘出標本組織,生検組織のケラチン19にたい
 する免疫染色を行いnes七edRT-PCRの結果と比較した。
 ヒト尿路性器癌培養細胞12種類,泌尿生殖器担癌患者39例,その他の患者3例,健常者9例
 を対象とし,患者および健常者の末梢静脈から血液6ccを採血し,Fico11を用いてリンパ球層を
 回収した。そして培養細胞,リンパ球層沈渣からtotalRNAを抽出し,ケラチン19のプライ
 マーを用いてnestedRT-PCRを行い,サザンプロッティングで確認し結果とした。免疫染色は,
 培養細胞は塗抹標本作製後95%エタノールで固定し,組織標本はホルマリン固定薄切標本を脱
 パラフィン後トリプシン処理し,ともにCK-19モノクローナル抗体RCK108を用いてABC法で
 行った。
 結果は,用いた培養細胞のnestedRT-PCRは全て陽性で,検出率では健常者リンパ球1×
 107個に対して腎癌細胞TOS-1は1個の混入でもケラチン19mRNAが検出され,膀胱癌細胞
 KK47では1×106個の混入ではじめてケラチン19mRNAが検出された。健常者9例の末梢血
 は全例陰性であった。腫瘍患者の末梢血では,膀胱癌では10例中3例が陽性で,そのうち2例
 は転移を有し1例は転移は認めていなかったが深達度pT3a以上であった。腎盂尿管腫瘍では6
 例中1例が陽性で,肝,骨,後腹膜リンパ節に転移を認めていた。前立腺癌では7例中3例が陽
 性で3例とも転移を有していた。腎癌では6例中3例が陽性で,陽性例は全て骨,リンパ節以外
 にも遠隔転移を有し,2例は下大静脈に腫瘍塞栓を認めた。精巣腫瘍では8例とも転移を有して
 いたが1例のみが陽性であり,他は肝や肺,脳に転移を認める症例でも陰性であった。陰茎癌で
 は2例中2例とも陽性で,転移の明かでない症例も陽性であった。
 結論として尿路性器癌全体でみると転移のみられない症例よりも,転移を有する症例のほうが
 nestedRT-PCRの陽性率が高く,またリンパ節のみの転移よりも他の遠隔転移を有する症例の
 ほうが陽性率が高かった。また,短期間の観察であるが,転移を有する場合でもnestedRT-
 PCR陽性のほうが予後不良であった。精巣腫瘍は検出されにくく陰茎癌は検出されやすい印象
 であった。以上から,末梢血のケラチン19mRNA陽性例は,転移を有する進行癌に加えて微小
 転移や浸潤癌など潜在的な進行癌を示唆するものと思われた。免疫染色では,組織標本13例中
 12例が染色陽性であったが,その染色程度とaestedRT-PCRの結果には相関はみられなかった。
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 審査結果の要旨
 悪性腫瘍の血行性転移は,腫瘍細胞が血液中を循環することから始まると考えられるが,顕微
 鏡的に血液中の腫瘍細胞を正確に判断することはなかなか困難なことである。著者は正常血液中
 には存在しないケラチン19mRNAを検出することにより,客観的に腫瘍細胞の有無を検討して
 いる。つまり,血液中からケラチン19mRNAが検出されれば,上皮細胞,この場合は腫瘍細胞
 が検出されたと考えられ,またその検出方法にnes七edRT-PCR法を用いることによって,従来
 の方法に比べかなり向上した検出結果となっている。このことについて,著者はi2種類の癌培
 養細胞を用いて免疫染色の結果と比較検討しており,TOS-1細胞(腎癌由来)での検出率は正
 常リンパ球1×10了個に対して1個で検出可能という高感度なものであった。
 次に,著者は同様の方法で39例の尿路悪性腫瘍患者の血液からケラチン19mRNAの検出を
 試みており,その結果と症例のStageを比較検討することによりこの実験の有用性を検討して
 いる。それによると,転移のない症例よりも転移を認める症例でnestedRT-PCRの陽性率は高
 く,また疾患別では精巣腫瘍で陽性率は低く陰茎癌で高かった。転移を有する症例で陽性率が高
 いのは当然と思われるが,各疾病により感度が異なることがわかる。また転移のない症例でも陽
 性例があり,微小転移の存在や今後の転移の可能性が疑われた。さらに,観察期間は短いが予後
 との関係を検討しており,nestedRT-PCR陽性例の予後不良をしめしている。
 以上からこの研究は担癌患者の微小転移の早期発見および予後の予測に有用なものであり,今
 後癌患者の治療を行うにあたり多いに役立っものと考えられ臨床的意義は大きい。
 以.上のことから本論文は学位に該当するものと評価した。
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